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6His  Etiqueta de 6 histidinas. 
aa  Residuos aminoacídicos. 
ADN  Acido Desoxirribonucleico. 
ADNc  ADN complementario al ARNm. 
aox1  Gen de la alcohol oxidasa 1. 
AOX1  Alcohol oxidasa 1. 
AOX1  Promotor del gen aox1. 
ARN  Acido Ribonucleico. 
ARNm  ARN mensajero. 
BSA  Albúmina Sérica Bovina. 
dNTP´s  Desoxirribonucleósidos Trifosfato. 
DO600  Densidad Óptica a 600nm. 
e.g.   exempli gratia; por ejemplo. 
EDTA  Ácido Etilen-diamino-tetra-acético. 
EK  Enterocinasa. 
et al.  Et álii; y otros. 
Fgto.  Fragmento. 
h  Horas. 
hGH  Secuencia codificante para la HGH madura (no incluye al péptido señal). 
HGH  Hormona del Crecimiento Humana (proteína). 
hGH-6His hGH + secuencia codificante para la etiqueta 6His. 
HGH-6His HGH con la etiqueta de 6 histidinas (proteína). 
IMAC  Cromatografía de Afinidad con Metales Inmovilizados. 
kV  Kilo volts. 
M  Concentración molar. 
mg  Miligramos. 
min  Minutos. 




mM  Concentración milimolar. 
ng  Nanogramos. 
nt  Nucleótidos. 
NTA  Acido Nitrilotriacético. 
pb  Pares de bases. 
PCR  Reacción en Cadena de la Polimerasa (del inglés Polimerase Chain 
Reaction). 
pH  Potencial de iones hidrógeno. 
pPIC9-hGH-6His Vector de expresión pPIC9, portador de la secuencia de hGH con la 
adición de la secuencia codificante para la etiqueta de histidinas. 
rpm Revoluciones por minuto. 
SN Sobrenadante. 
TOPO-hGH-6His Vector pCR 2.1-TOPO portador de la secuencia de hGH con la adición 
de la secuencia codificante para la etiqueta de histidinas. 
Taq Polimerasa de ADN de Thermophilus aquaticus. 
TE Solución amortiguadora de Tris-EDTA. 
UV Ultravioleta. 
V Volts. 
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Título del estudio: Establecimiento de un método de purificación de proteínas 
recombinantes, basado en etiquetas de histidina, producidas en Pichia pastoris. 
 
Dentro de la biotecnología la producción de proteínas recombinantes toma relevancia 
dados los avances recientes en el campo de la genómica y proteómica. Siendo de 
especial importancia dos enfoques principales, la producción de proteínas heterólogas 
y la purificación de las mismas a partir de microorganismos modificados por Ingeniería 
Genética. Resaltando a Pichia pastoris, una levadura metilotrófica utilizada como 
hospedero biotecnológico en la producción de proteínas recombinantes, dadas sus 
cualidades, dentro de las cuales resalta una alta tasa de crecimiento y el uso de 
promotores fuertes y finamente regulados para la expresión de las proteínas 
heterólogas. En cuanto a la purificación se refiere, una metodología que ha tomado 
importancia es la cromatografía de afinidad con metales inmovilizados (IMAC), 
empleando una etiqueta de histidinas, fusionada a la proteína de interés a purificar, 
como el ligando de afinidad, cuyo sistema ha mostrando buen resultado. 
 
En este trabajo se describe la construcción de un sistema de expresión de la Hormona 
del Crecimiento Humana (HGH) fusionada a un oligopéptido de seis histidinas, que fue 
empleado para su purificación mediante IMAC. Se construyó el plásmido expresor para 
la HGH etiquetada, el cual tiene cualidades que le permiten intercambiar el casete de 
expresión por otro de interés. Se produjo la HGH etiquetada obteniendo 53 g/mL y 
una pureza superior al 90%. Queda abierta la posibilidad de emplear el plásmido 














CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 
1.1 Biotecnología. 
En un sentido estricto la biotecnología está definida como la aplicación encaminada de 
procesos y productos  biológicos a la producción industrial, médica y agrícola, tal como  
la alteración de enzimas, la clonación de ADN recombinante y la obtención de sus 
productos traducidos (e.g. insulina humana producida en bacterias recombinantes), 
reemplazo de genes defectuosos mediante recombinación sitio específica, limpieza de 
contaminantes medioambientales por microorganismos modificados, etc. (Rédei, 
2008). Un gran impulso recibido por la biotecnología ha sido el perfeccionamiento de 
las técnicas de manipulación de ácidos nucléicos (llamada tecnología del ADN 
recombinante o ingeniería genética) desarrolladas a partir de la década de 1070 
(Ascacio-Martínez, 2004). Uno de los objetivos principales de la biotecnología moderna 
es lograr que una célula produzca biológicos o metabolítos de alto valor en forma 
predecible y controlable. Aunque muchos metabolítos se obtienen a partir de 
organismos sin modificaciones genéticas, la incorporación de la tecnología del ADN 
recombinante  y de biotecnológicos. Por un lado fue posible modificar en control 






un lado fue posible modificar el control de vías metabólicas, por ejemplo la 
sobreproducción de algún metabolíto, y por otro, permitió “fabricar” proteínas bajo la 
forma de proteínas recombinantes (ArgenBio, 2005). 
 
1.2 Proteínas Recombinantes. 
Al entrar de lleno en la era genómica, la atención se está desplazando de los amplios 
análisis de secuencias de genomas hacia estudios funcionales y estructurales de las 
proteínas en estos codificadas. Sin embargo, las proteínas son mucho más diversas 
química y estructuralmente que los ácidos nucléicos, haciéndolas no aptas para 
metodologías genéricas (Waugh, 2005). Las respuestas a preguntas biológicas y 
médicas sobre la función proteica en esta era de la biología de sistemas y genómica 
funcional, requiere la aplicación de enfoques de alto desempeño para la producción en 
paralelo de diversas proteínas de un mismo organismo. La cristalografía de proteínas, 
generación de anticuerpos u otro reactivo de afinidad hacia proteínas de interés, así 
como mapeo in vitro de interacciones proteína-proteína son tecnologías que no solo 
requieren un gran número de proteínas purificadas, sino también suficiente cantidad 
de ellas (Lin et al., 2006).  
La biotecnología de proteínas está implicada en la producción y aislamiento de 
proteínas específicas no solo a partir de diversas fuentes naturales como plantas, 
animales o microorganismos, sino como ya se ha dicho, gracias a la ingeniería genética 






cuales su disponibilidad era muy. Actualmente se ofrecen en el mercado una variedad 
de proteínas de origen recombinante con una cantidad importante de aplicaciones. La 
lista se incrementa día a día, lo cual impulsa el mercado biotecnológico e implica un 
interés comercial en la investigación en este campo (Guerrero-Olazarán, 2004).  
 
1.3 Sistemas de expresión. 
Dada la robusta capacidad actual para clonar y expresar cualquier gen foráneo en un 
hospedero heterólogo, es producir casi cualquier proteína en cantidades abundantes. 
Para ello los hospederos procariotas y eucariotas son las dos categorías generales de 
los sistemas de expresión. Los sistemas procariotas son generalmente más sencillos de 
manipular y satisfactorios para la mayoría de los procesos. No obstante, hay serias 
limitaciones al emplear células procariotas en la producción de proteínas eucariotas 
pues muchas de ellas requieren para ser biológicamente activas de una variedad de 
modificaciones postraduccionales, tales como un correcto plegamiento, glicosilación, 
fosforilación, formación de puentes disulfuro, etc. (Rai y Padh, 2001). En la Cuadro 1 se 
muestra un resumen de los sistemas de expresión (Invitrogen, 2010) y en la sección 
siguiente su descripción. 
 Cuad
ro 1. Descripción de sistemas de expresión. 
Cuadro 1. Descripción de sistemas de expresión. 
Cuadro 1. Descripción de sistemas de expresión. 






Cuadro 1. Descripción de sistemas de expresión.  
 
1.4 Hospederos 
1.4.1 Escherichia coli. 
En las pasadas tres décadas, E. coli ha sido extensamente empleada como hospedero 
celular para la expresión de proteínas heterólogas. Sin embargo, aplicar este sistema a 
la producción de proteínas complejas derivadas de genomas eucariotas, que requieren 
modificaciones postraduccionales, ha sido problemático, dado que este 
microorganismo carece de la maquinaria intracelular que le permita realizar dichos 
procesos. De tal manera que la expresión exitosa en E. coli depende de las 






postraduccionales de la proteína de interés. Como E. coli es un procariota, su capacidad 
limitada de plegar correctamente en su citosol proteínas heterólogas y realizar otras 
modificaciones postraduccionales, limita el tipo de proteínas que pueden ser 
expresadas y que sean funcionales, por lo cual generalmente no es adecuada para su 
aplicación en la producción de proteínas que contienen enlaces disulfuro, o que 
requieren glicosilación, isomerización cis/trans de prolina, isomerización disulfuro, 
lipidación, sulfatación o fosforilación. Una variedad de proteínas que no han sido 
expresadas con una correcta maduración postraduccional en E. coli, lo han sido 
posteriormente en otros sistemas de expresión, tal es el caso de Pichia pastoris (Daly y 
Hearn, 2005). Algunos reportes indican que únicamente del 15 al 20% de los ADNcs 
humanos expresados en E. coli producen proteínas solubles y biológicamente activas 
(Guzzo y Yang, 2007). 
 
1.4.2 Cultivos celulares de células de insecto y de mamífero. 
Los cultivos de células animales son los sistemas con la más alta similitud a las células 
humanas, respecto a los patrones y capacidad de las modificaciones postraduccionales 
que realizan. Sin embargo, su cultivo es más complicado, costoso y usualmente la 
producción alcanza títulos bajos. Por otro lado, las células de insecto transformadas 
con vectores de baculovirus han alcanzado popularidad dado que se consideran más 
resistentes al estrés, fáciles de manipular y más productivas en comparación con los 






un procesamiento ineficiente y deterioro de la capacidad de plegamiento y secreción 
debido a la infección con el baculovirus, b) actividad de proteasas codificadas por el 
virus, c) nivel bajo de expresión y d) desviaciones en los patrones de modificaciones 
postraduccionales, lo cual actúa de manera inmunogénica (Schmidt, 2004). 
 
1.4.3 Pichia pastoris. 
La levadura metilotrófica (capaz de crecer en metanol como única fuente de carbono) 
Pichia pastoris ha venido siendo cada día más empleada en la producción de proteínas 
recombinantes. Dentro de sus ventajas crece a altas densidades celulares, provee una 
expresión del transgen finamente controlada e inducible por metanol y secreta las 
proteínas heterólogas de manera eficiente (Balamurugan et al., 2007; De Scutter et al., 
2009). 
La producción de proteínas recombinantes en la levadura tiene ventajas sobre otros 
sistemas de expresión, tanto eucariotas como procariotas: 
 1.- Rápido crecimiento acoplado a un crecimiento a altas densidades celulares. 
 2.- Altos niveles de productividad en medios casi libres de proteínas. 
 3.- Eliminación de endotoxinas y contaminación con bacteriófagos. 







5.- Ausencia de patógenos humanos. 
6.- Diversidad de modificaciones postraduccionales que incluyen plegamiento, 
glicosilación, metilación, acilación y señalización subcelular. 
7.-  La posibilidad de diseñar proteínas que sean secretadas y que puedan ser 
purificadas del medio de crecimiento, sin necesidad de cosechar a las mismas 
células (Li et al., 2007; Demian y Adrio, 2008). 
 
1.4.3.1 Antecedentes. 
Phillips Petroleum Co., fue la primera en desarrollar los medios y protocolos para 
cultivar P. pastoris en metanol a altas densidades celulares. En la década de 1970 esta 
levadura fue evaluada como una fuente potencial de proteína unicelular, dada su 
capacidad de utilizar el metanol como única fuente de carbono. Desafortunadamente 
la crisis del petróleo de finales de esa década causó un incremento dramático en el 
precio del metano (fuente del metanol), de manera simultánea, el precio de la soya 
(principal alternativa para alimento animal) cayó, por lo cual la fuente proteica a partir 
de metanol dejó de ser rentable. No obstante, en la siguiente década Phillips 
Petroleum Co., junto con el Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates Inc. 
(SIBIA) estudiaron a Pichia pastoris como sistema para la producción de proteínas 
heterólogas. SIBIA aisló el gen y el promotor de la Alcohol Oxidasa, además generó 






20 años atrás en un programa para convertir metanol en una fuente de proteínas para 
limentación animal, se habría de convertir en lo que hoy es una importante 
herramienta biológica para la producción de proteínas recombinantes (Macauley-
Patrick et al., 2005; Cos et al., 2006). 
 
1.4.3.2 Regulación de la expresión de proteínas heterólogas en Pichia pastoris. 
El metabolismo del metanol en las levaduras metilotróficas requiere de la expresión de 
un grupo de enzimas, de las cuales la Alcohol Oxidasa I (AOX I) es indetectable en 
células cultivadas en medios con fuentes de carbono como glucosa. No obstante, esta 
enzima puede llegar a representar el 30% del total de las proteínas solubles de la 
levadura crecida en metanol. Estos hallazgos permitieron anticipar que la síntesis de la 
AOX I se podría regular a nivel transcripcional y que el promotor para el gen aox1 
podría ser útil para controlar la expresión de genes heterólogos. De manera tal que 
bajo el promotor AOX los genes foráneos se mantienen en un modo apagado-
encendido: apagado en fuentes de carbono diferentes al metanol y encendido en 
medios de cultivo con metanol (Poutou, 2005). 
 
1.4.3.3 Vector de expresión pPIC9. 
Dado el desarrollo tecnológico en torno al sistema de expresión de Pichia pastoris, se 






cuales presentan características en común. Dentro de la familia pPIC, el casete para la 
expresión del gen foráneo está compuesto por secuencias de ADN que contienen el 
promotor AOX1, seguido por sitios de restricción para la clonación del gen y a 
continuación una secuencia de terminación de la transcripción del gen aox1 (la cual 
propicia un procesamiento eficiente de la región 3’ y la poliadenilación del ARNm). 
Estos vectores también incluyen al gen de la histidinol deshidrogenasa (HIS4) como 
marcador de selección, además de las secuencias requeridas para la replicación y 
mantenimiento en bacterias (ColE1, origen de replicación y Ampr, gen de resistencia a 
ampicilina). Para la secreción de la proteína a producir, se han construido vectores que 
contienen una secuencia de ADN enfrente del promotor AOX1 que codifica para una 
secuencia señal, que para el caso específico de pPIC9 es el factor de apareamiento  
( -MF) para secreción en S. cerevisiae (Cereghino y Cregg, 2000). En la Figura 1 se 
muestran las características del vector de expresión pPIC9 con un tamaño de 8023pb. 
 
Figura 1. Vector de expresión pPIC9 para Pichia pastoris. Para la expresión de proteínas 
recombinantes, incluye sitios únicos XhoI, SnaBI, EcoRI, AvrII, NotI. Incluye una señal de 






1.4 Purificación de proteínas recombinantes. 
Otra ventaja importante del sistema de expresión Pichia pastoris, al emplear el vector 
de expresión pPIC9, es la secreción de la proteína recombinante al medio de cultivo. De 
manera tal que con niveles bajos de proteína endógena secretada al medio por parte 
de la levadura y sin proteínas adicionales añadidas al mismo, la proteína heteróloga 
constituye una parte mayoritaria del total de proteínas en el medio de cultivo, lo cual 
facilita su purificación (Weidner et al., 2010). 
Dado que cada proteína es diferente, no hay una estrategia de purificación que pueda 
considerarse genérica o los conocimientos a priori de todas las problemáticas 
involucradas con tan grande cantidad de proteínas y la manera de resolverlas, siendo 
menester desarrollar protocolos y estrategias para cada proteína individual teniendo 
siempre en cuenta cuál será su aplicación final (Gräslund et al., 2008). 
La purificación de proteínas generalmente requiere varios pasos de cromatografía en 
columna, que típicamente incluyen separación mediante: Intercambio Iónico, 
Interacciones Hidrofóbicas y Filtración en Gel (Wu et al., 2009). En la Figura 2 se 
muestran las principales cromatografías empleadas en los procesos típicos de 







Figura 2. Tipos de cromatografías comúnmente empleadas en la purificación de proteínas.  
Dado los avances y metodología aplicadas en la genómica, proteómica y bioinformática 
el número de proteínas candidatas para ser producidas por técnicas recombinantes se 
ha visto incrementado exponencialmente, como también se han hecho esfuerzos para   
desarrollo métodos de alto rendimiento para la identificación rápida de proteínas con 
potenciales aplicaciones terapéuticas, diagnósticas o industriales. La producción de 
numerosas proteínas heterólogas no sería factible si además fuera necesario el 
desarrollo de sendos procedimientos de purificación, específicos para cada una de ellas 
(Arnau et al., 2006). Las etiquetas de afinidad son herramientas importantes para la 
purificación de proteínas recombinantes, pues permiten purificarlas 
considerablemente a partir extractos crudos, incluso sin pasos previos para la remoción 
de algún material. Además permiten que diversas proteínas puedan ser purificadas 
empleando protocolos generalizados, lo cual contrasta con los procesos 
individualizados asociados a las cromatografías convencionales (Lichty et al., 2005). 
Gracias al uso de las etiquetas de afinidad, la purificación de proteínas recombinantes 
se ha simplificado, requiriendo que sean clonadas en fase con la proteína blanco en 






un soporte sólido. La forma más común de etiquetas de afinidad es la etiqueta de 
polihistidina, consistente típicamente en seis residuos de histidinas (6His) que 
selectivamente se unen a metales de transición, tales como Ni2+ y Co2+, en un proceso 
denominado Cromatografía de Afinidad con Metales Inmovilizados o IMAC por sus 
siglas en inglés (Immobilized Metal Affinity Chromatography) (MaCluskey et al., 2007). 
 
1.4.1 IMAC y la etiqueta de histidinas. 
El concepto de IMAC fue ideado y demostrada su aplicabilidad por Porath et al. en 
1975. Se basó en afinidad de metales de transición como Zn2+, Cu2+, Ni2+ y Co2+ por la 
histidina y cisteína en soluciones acuosas.  la idea pronto se extendió al uso de iones 
metálicos fuertemente unidos a un soporte, para el fraccionamiento de soluciones 
proteicas. Lo que inicialmente se ideó como una técnica de fraccionamiento de suero, 
pronto se convertiría en la cromatografía de afinidad más ampliamente usada. El 
desarrollo se aceleró gracias a los avances en la biología molecular a partir de la década 
de 1970, así como a la utilización del ácido nitrilotriacético (NTA) en los 80’s. El NTA 
forma cuatro enlaces coordinados con el Ni2+, restando dos valencias libres al metal 
para la interacción con las cadenas laterales de los residuos de histidina (anillos 
imidazol) (Block et al. 2009). En la Figura 3 se presenta el modelo de la interacción 
entre las cadenas laterales de los residuos aminoacídicos de la etiqueta y el Ni2+ 







Figura 3. Modelo de la interacción entre la etiqueta de histidinas y el Ni2+. Se forman cuatro 
enlaces coordinados entre el Ni-NTA, dejando dos valencias libres para la interacción Ni-6His 
 
 
Así pues, la aplicación más importante de IMAC es la purificación de proteínas 
recombinantes que se expresan fusionadas a un epítope que contiene residuos 
consecutivos de histidina (la etiqueta). Dada la rareza de encontrar segmentos de 
oligohistidinas expresados de manera natural en una proteína, 5 a 6 residuos 
garantizan alta selectividad. La etiqueta de hexahistidinas ha sido identificada como el 
oligopéptido con la longitud adecuada para la mayoría de las aplicaciones y es por 









1.5 Antecedentes del laboratorio de biotecnología. 
1.5.1 La HGH. 
En el laboratorio de biotecnología se cuenta con más de una docena de cepas de P. 
pastoris productoras de hormonas del crecimiento de diversas especies. Entre ellas la 
hormona del crecimiento humano madura hipofisiaria (HGH). 
La HGH es una proteína de 191 residuos aminoacídicos, con un peso molecular de 
22kDa, sintetizada de manera natural en la glándula pituitaria y cuya versión 
recombinante se emplea exitosamente en el tratamiento del enanismo pituitario, así 
como para tratar niños con deficiencia de la hormona. En niñas con síndrome de Turner 
ha mostrado tener beneficios considerables (Escamilla-Treviño et al., 2000). 
Principalmente muestra un papel anabólico. Parcialmente estimula el crecimiento de 
células óseas, musculares y cartilaginosas. Incrementa el crecimiento corporal, estimula 
la síntesis proteica en tejidos, moviliza depósitos lípidos de los tejidos adiposos, eleva el 
nivel de glucosa en sangre, aumenta el almacenaje de glucógeno en músculo,  estimula 
el crecimiento renal y mejora su función, eleva la producción de reticulocitos en 
médula ósea (Walsh, 2003). 
 
1.5.2 Purificación de HGH por intercambio iónico.  
En el laboratorio de biotecnología se ha aplicado la cromatografía de intercambio 






buenos (Cuadro 2). Resalta la importancia de la HGH, de la cual se han obtenido hasta 
80mg/mL y se ha logrado una pureza del 75% (Ascacio-Martínez, 2004). 
 
























Dado que la purificación de proteínas recombinantes producidas en Pichia pastoris 
mediante técnicas cromatográficas clásicas ha implicado diversidad de metodologías, 
es necesario el desarrollo de un método general que facilite el proceso de obtención de 










CAPÍTULO II: OBJETIVOS 
2.1 Objetivo General. 
Implementar un método general basado en IMAC para la purificación de proteínas 
recombinantes producidas en Pichia pastoris. 
 
2.2 Objetivos específicos. 
2.2.1 Construir el vector para la expresión de la proteína recombinante (HGH) con 
etiqueta de histidinas. 
2.2.2 Producir en Pichia pastoris la proteína recombinante.  












CAPÍTULO III: ESTRATEGIA GENERAL 
Para la estrategia general se plantearon tres etapas, la primera de ellas fue la síntesis y 
amplificación del ADNc al ARNm de la HGH y modificación para su clonación en pPIC9, 
incluida su  caracterizado por patrones de restricción y secuenciado. Una vez 
construido el vector pPIC9-hGH-6His, la segunda etapa consistió en la transformación 
con el nuevo vector recombinante de la levadura, incluida la producción por 
fermentación e inducción de la HGH etiquetada (HGH-6His). Una vez generada la 
proteína de interés, se prosiguió a la tercera etapa, en la cual se realizó la purificación 
mediante IMAC. Una descripción gráfica de esta estrategia general con sus etapas se 







Figura 4. Estrategia general para la producción de HGH-6His y su purificación. La imagen 
muestra la descripción gráfica de la estrategia empleada a fin de producir la HGH-6His y su 
subsecuente purificación. 
  








CAPITULO IV: MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1 MATERIAL. 
4.1.1Reactivos químicos y medios de cultivo. 
Los iniciadores necesarios para llevar a cabo la amplificación específica de la secuencia 
codificante de la HGH se mandaron sintetizar a la compañía Invitrogen (La Jolla CA, 
EUA). 
Los reactivos utilizados para elaborar las soluciones (amortiguadores, soluciones 
salinas, medios de cultivo, geles  etc.) se obtuvieron de las siguientes casas 
comerciales: Sigma Chemical Company, Inc (ST. Louis, MO. EUA); Merck (Monterrey, 
México), Aldrich Chemical Company, Inc. (Milwaukee, WI. EUA) y Difco (Detroit, MI. 
EUA). 
Las enzimas de restricción y de modificación de ácidos nucléicos que se utilizaron se 
obtuvieron de la casa comercial: New England Biolabs, Inc. (NEB, Beverly, MA. EUA), la 
Taq  polimerasa de ADN se obtuvo de Perkin Elmer-Cetus  (Almeda, CA. EUA), así como 
de Roche y los desoxirribonuclueósidos trifosfatos (dNTPs) de Promega Co. (Madison, 
WI. EUA). La purificación de los productos amplificados de interés y separados por 





electroforesis en gel de agarosa, se realizó con el Kit WizardR SV Gel and PCR Clean-UP 
System de Promega. 
El vector de clonación pCR 2.1-TOPO, así como el vector de expresión pPIC9 empleados 
fueron de Invitrogen. 
El estuche de purificación empleado fue His-Bind Resin y His-Bind buffer Kit, ambos de 
Novagen (EMD Bioscience, Inc., Darmstadt, Germany). 
 
4.1.2 Biológicos. 
La cepa de Escherichia coli DH-5α  utilizada para la trasformación y construcción del 
vector de expresión, así como la cepa de levadura GS115 de Pichia pastoris utilizada en 
la transformación con el  “casete” de expresión de HGH-6His, se obtuvieron del cepario 
de la ULIEG resguardado a -80°C.  
El estuche de Pichia pastoris que se utilizó para la construcción de los sistemas de 
expresión se adquirió de la compañía Invitrogen Co. (Gaithersburg, MD. EUA).  
La fuente de ADNc maduro, codificante para la HGH fue obtenido a partir de una cepa 
de Pichia pastoris previamente construida en el laboratorio de biotecnología y que 
expresa la proteína de manera recombinante. 
 
 






Se emplearon los siguientes equipos y aparatos: Horno de microondas GoldStar modelo 
MA-875M, Ultracongelador So-Low de Enviromental Equipament (Cincinati, Ohio, EUA) 
termocicladores Eppendorf Mastercycler gradient (Barkhausenweg, Hamburgo, 
Alemania) bomba peristáltica dynamax, modelo RP-1 de Rainin (EUA), ultracentrífuga 
Beckman-Coulter modelo J2-M (Fullerton, CA. EUA) y ultracentrífugas de la marca 
Eppendorf y LabNet, sistemas de esterilización por calor húmedo Market Forge 
(Sterilmatic), autoclave de 30X30X30 in. (Guanajuato, Gto. Mx.),  incubadoras Shel Lab 
SL (Sheldon Manufacturing Inc.) modelos: 1535 y 1330GX y agitador orbital (ORBIT) de 
Lab Line. La secuenciación se realizó en un secuenciador 3130 Genetic Analyzer de Applied 
Biosystems. 
También, se usó un sistema de digitalización y análisis de imagen UVP Mini Darkroom 
de Bioimaging Systems e ImageJ versión 1.30P (USA), espectrofotómetro de la marca 
Eppendorf modelo biophotometer, balanzas de la marca OHAUS modelos Analytical 
Plus y Precision Standard, potenciómetro digital de la marca ORION modelo 420 A, 
unidad ultraconcentradora de 100mL (Spectrum) (EUA), concentrador al vacío 
CENTRIVAP de la marca LABCONCO (Kansas, City, MO. EUA), fuentes de poder para 
electroforesis de la marca Gibco-BRL-Life Technologies Inc. (Carisbad, CA. EUA) modelo 
500, cámaras de electroforesis horizontal Thermo EasyCast, campana de extracción y 
gabinete de bioseguridad de la marca LABCONCO (Kansas City, MO. EUA), El pulso 
eléctrico para la transformación de bacterias y levaduras se hizo en un electroporador 





modelo Gene Pulser II y celdas de 0.2mm de la marca BIO-RAD (Hercules, CA, EUA). La 
electroforesis de proteínas se realizó en cámaras de electroforesis vertical Mini-
Protean II de BIO-RAD y fuente de poder Labnet. Para la microscopia se empleo un 
microscopio Leca modelo CME. 
El trabajo de cómputo se realizó en un ordenador Gateway T-Series con sistema 
operativo Windows Vista Home Premium 64-BIT w/SP1. Los programas requeridos para 
el análisis y manipulación de secuencias nucleotídicas fueron: Amplify versión 2.53 (Bill 
Engels, ©1992, Madison, WI. EUA), DNA StriderTM versión 1.3  (© Ch. Marck & C.E.A. 
Service de Biochimie Départament de Biologie-Institut de Recherche Fondamentale-
CEA-FRANCE), Oligo versión 4.0 (1992 Wojciech Rychlik, National Biosciencie, Inc., 
Plymouth, MN. EUA). 
Los programas utilizados vía internet fueron BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), NebCutter V2.0 












4.2.1 Extracción de  ADN genómico de levadura. 
A partir de una cepa previamente construida para la expresión de HGH recombinante, 
la cual contenía la secuencia codificante de la HGH madura se extrajo ADN genómico 
mediante la técnica de TSNT (Anexo 1 /Protocolo 1), a partir del cual se amplificó la 
secuencia correspondiente a la HGH. 
4.2.2 Amplificación de la secuencia codificante de la HGH. 
4.2.2.1 Diseño de oligonucleótidos. 
4.2.2.1.1 Oligonucleótidos para la amplificación de la secuencia codificante. 
Para el diseño de los oligonucleótidos se utilizaron los programas Oligo versión 4.0 y 
Amplify versión 3.0, empleando como referencia la secuencia reportada para la HGH 
madura, con número de acceso J03071.1. Se realizó una revisión adicional con el 
programa e línea OligoAnalyzer 
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). Se diseñaron dos 
juegos de iniciadores, de los cuales el oligonucleótido reverso fue común a los dos 
juegos. El primer juego se diseñó para la amplificación específica de la HGH siendo que 
la hibridación se da a los extremos de la secuencia codificante de la proteína madura y 
se les incorporaron sitios de restricción SpeI y AvrII, además de una secuencia 
codificante para un epítope reconocido por la enzima Enterocinasa (EK) (Cuadro 3). 
 





Cuadro 3. Iniciadores para amplificar la secuencia codificante de HGH  
 
4.2.2.1.2 PCR para la amplificación de la secuencia codificante de HGH. 
Con los iniciadores previamente diseñados y la muestra de ADN genómico obtenida 
mediante la técnica de TSNT se amplificó mediante PCR la secuencia codificante de la 
HGH madura. Las condiciones específicas para la mezcla de reactivos se indican en el 
Cuadro 4, en tanto que el programa para el termociclador se muestra en el Cuadro 5. 
Cuadro 4. Condiciones de la PCR para amplificar HGH.  
Cuadro 5. Programa de PCR para HGH.  
 
 
El producto obtenido se visualiza en un gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de 
etidio y expuesto a luz UV. 





4.2.3 Adición de la secuencia de la etiqueta y sitios de restricción. 
4.2.3.1 Diseño de oligonucleótidos. 
4.2.3.1.1 Oligonucleótidos para la adición de la secuencia de la etiqueta y sitios de 
restricción. 
Empleando los programas mencionados en el punto 4.2.2.1.1, se diseñó un tercer 
iniciador, que en combinación con el oligonucleótido RW HGH completan el segundo 
juego de iniciadores, el cual se utilizó para adicionar la secuencia que codifica para la 
etiqueta mediante PCR, así como el sitio XhoI y la recreación de KEX2, para la 
eliminación del factor -MF. (Cuadro 6) 
 
Cuadro 6. Iniciadores para la adición de la secuencia de 6His  
 
 





4.2.3.1.2 PCR para la adición de la secuencia para 6His.Con el segundo juego de 
iniciadores diseñados y la muestra obtenida en la PCR para amplificar la secuencia 
codificante se realizó la PCR en la que se adiciona la secuencia que codifica para 6His. 
Las condiciones específicas para la mezcla de reactivos se indican en el Cuadro 7, en 
tanto que el programa para el termociclador se muestra en el Cuadro 8. 
 Cuadro 7. Condiciones de la PCR para  
Adicionar la secuencia 6His 
                                                                                                                   
Cuadro 8. Programa de PCR para 
adicionar la secuencia 6His  
 
El producto obtenido se visualiza en un gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de 
etidio y expuesto a luz U.V. 
4.2.4 Clonación en el plásmido pCR 2.1-TOPO. 
El producto obtenido y que cuenta con la secuencia para 6His (obtenido en el punto 
4.2.3.1.2) se clonó en el vector comercial pCR 2.1-TOPO de acuerdo a las indicaciones 
del fabricante TOPO TA Cloning Kit de Invitrogen. (Invitrogen, 2006). 





El empleo de la Taq ADN polimerasa provee las condiciones necesaria para que el 
producto sea clonado en el vector TOPO. (Shuman, 1994). 
 
4.2.4.1 Transformación de células electrocompetentes. 
La transformación de bacterias DH5  se realizó mediante electroporación empleando 
2 L del producto obtenido de la clonación en TOPO, los cuales fueron llevados a un 
volumen final de 20 L. Los parámetros de electroporación para la transformación de 
las bacterias fueron: 200Ω, 25 F y 2.5kV. Después del pulso se añadieron 500 L de 
medio LB, se transfirieron a un tubo de 1.5mL y se incubaron a 37°C con agitación 
(500rpm) durante una hora. Posteriormente se centrifugó 3min a 4000rpm se decantó 
y resuspendió la pastilla en el medio remanente. Dicha suspensión fue sembrada en 
placa de LB suplementada con kanamicina (50mg/mL) y se incubó a 37°C por 16 horas. 
 
4.2.4.2 Análisis de la clonación en TOPO. 
Para evaluar la clonación en el plásmido pCR 2.1-TOPO se recurrió a dos métodos el 
primero de ellos y más directo fue PCR de colonia, empleando los iniciadores M13 5’ y 
M13 3’, en donde dependiendo del tamaño del producto obtenido se corrobora la 
clonación del inserto de interés (HGH-6His). Para este procedimiento se levantaron las 
colonias obtenidas a las 14-16h de la transformación y fueron resuspendidas en 20 L 
de agua estéril, de los cuales 10 L corresponderían al análisis mediante PCR y el 





volumen restante se inoculó en medio LB líquido suplementado con kanamicina 
(50mg/mL). (Invitrogen, 2006). Las condiciones de la reacción de PCR se muestran en el 
Cuadro 9, en tanto que el programa para el termociclador se presenta en la Cuadro 10. 
Cuadro 9. Condiciones de la PCR de colonia  
para verificar clonación en TOPO. 
                                                                                              Cuadro 10. Programa de PCR de colonia 




El segundo método y que además daba identidad respecto a los sitios de restricción 
que incluía fue cortar el plásmido obtenido posterior a la extracción por lisis alcalina. 
  
4.2.4.3 Extracción del ADN plasmídico. 
Se centrifugaron 3mL del cultivo bacteriano, crecido por 14-16h, durante 5min a 
5000rpm y se removió el sobrenadante por aspiración, manteniendo el tubo en hielo. 
El ADN plasmídico se extrajo por el método de lisis alcalina (Sambrook et al. 2001). Las 





células se resuspendieron en 100 L de solución I (glucosa 50mM, Tris.HCL 25mM y 
EDTA 10mM a pH=8) empleando el vórtex. Se agregarón 200 L de solución II 
(preparada al instante mezclando 1:1 NaOH 0.4M y SDS 2%) mezclando 
inmediatamente por inversión e incubando en hielo por 5min. Pasado este tiempo se 
agregaron 150 L de solución III (acetato de amonio 7.5M), se mezcló de inmediato por 
inversión y se incubó por 5min en hielo. Pasado el tiempo se centrifugó por 5min a 
14000rpm y el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo donde se le hizo una 
extracción feno/SEVAG (1/2 volumen de fenol y ½ volumen de SEVAG. Se centrifugó 
por 2min a 14000 y el sobrenadante acuoso se transfirió a un tubo nuevo donde el ADN 
plasmídico se precipitó agregando 2 volúmenes de etanol al 100% frío y mezclando por 
inversión. Después se centrifuga por 5min a 14000rpm y la pastilla obtenida se lavó dos 
veces con 1mL de etanol al 70% frío y se dejó secar a temperatura ambiente durante 
máximo 30min. Finalmente se resuspendió en 50 L de TE1X (pH=8) conteniendo 
ARNasa (20 g/mL). 
 
4.2.5 Subclonación de la secuencia de HGH-6His en pPIC9 (construcción pPIC9-HGH-
6His). 
A fin de expresar la HGH-6His, la secuencia correspondiente, previamente clonada en 
TOPO, se subclonó en el vector de expresión pPIC9, útil para la expresión en levadura. 
El esquema de su construcción se muestra en la Figura 5. 





Figura 5. Esquema de la construcción del vector de expresión pPIC9. A partir de la secuencia 
clonada en TOPO con el uso de enzimas de restricción para liberar el inserto codificante para 
HGH etiquetada. 
 
4.2.5.1.1 Liberación del fragmento a partir de TOPO. 
El plásmido TOPO se sometió a una doble digestión con XhoI y AvrII para así liberar la 
secuencia correspondiente a HGH-6His, empleando dos de los sitios adicionados 
mediante la segunda PCR. Las condiciones para la doble digestión se presentan en el 
Cuadro 11. 
 
4.2.5.1.2 Doble digestión de pPIC9. 
De igual manera el vector de expresión pPIC9 se sometió a doble digestión con XhoI y 
AvrII liberando un fragmento correspondiente al sitio múltiple de clonación y 
esponiendo los sitios para la ligación del fragmento HGH-6His. En el Cuadro 11 se 
presentan las condiciones para la doble digestión.  
 












4.2.5.1.3 Purificación del ADN a partir de gel de agarosa al 1%. 
El producto de la doble digestión fue corrido en gel de agarosa al 1% a fin de separar 
los fragmentos de interés (HGH-6His) y vector  (pPIC9) de los contaminantes residuales 
de la digestión. Las bandas correspondientes a los productos de interés fueron cortadas 
y procesadas de acuerdo a las indicaciones del fabricante para el kit Wizard SV Gel and 
PCR Clean-UP System, obteniendo a final del proceso los productos de interés 
resuspendidos en agua libre de nucleasas. 
 
4.2.5.2 Ligación de los fragmentos purificados. 
Los fragmentos previamente purificados fueron sometidos a ligación, bajo las 
condiciones mostradas en el Cuadro 12. Incubando a 16°C por 14-16h. Es importante 
resaltar la proporción que debe mantenerse entre la cantidad de inserto (fragmento 





HGH-6His) y vector (pPIC9), debiendo mantenerse por lo menos 3:1 y los productos 
empleados provenientes de la purificación, deben ser apreciables en un gel de agarosa 
al 1%. 






Pasado el tiempo de incubación de la ligación, una alícuota (5-10 L) se corrió en un gel 
de agarosa al 1% para verificar el éxito de la reacción, siendo que debe apreciarse un 
aumento en el tamaño del producto obtenido, respecto a los empleados como 
reactivos o bien observando un patrón de escalera. 
 
4.2.5.3 Transformación de células electrocompetentes. 
Con el fragmento HGH-6His clonado en pPIC9 como resultado de la ligación 
(construcción pPIC9-HGH-6His) se procedió a la transformación  de células 
electrocompetentes de acuerdo a lo establecido en el punto 4.2.4.1, pero en esta 
ocasión el volumen empleado para la transformación fue 5 L de la ligación 
previamente realizada y el presión de selección se empleo ampicilina (50mg/mL). 





4.2.5.4 Análisis de las clonas obtenidas. 
Para el análisis de las clonas obtenidas, las colonias presentes a las 14-16h posteriores a 
la siembra en placa se levantaron para su evaluación mediante PCR de colonia, de igual 
manera, según se describe en el punto 4.2.4.2 para esta ocasión se emplearon los 
iniciadores AOX1, los cuales flanquean la región en la cual se inserta el fragmento 
clonado dentro del sitio múltiple de clonación del vector pPIC9. Las condiciones de la 
reacción se muestran en el Cuadro 13, y el programa empleado en termociclador en el 
Cuadro 14. 
Cuadro 13. Condiciones de la PCR de colonia  
Para verificar clonación en pPIC9. 
Cuadro 14. Programa de PCR de colonia 




El producto obtenido fue corrido en un gel de agarosa al 1% para estimar su tamaño y 
determinar las clonas positivas. El volumen restante (no empleado para PCR) se inoculó 
en medio LB líquido conteniendo ampicilina (50mg/mL) para la posterior extracción del 
plásmido. 
Cuadro 13. Condiciones de la PCR de colonia 
para verificar clonación en pPIC9. 





4.2.5.5 Extracción de ADN plasmídico de pPIC9-HGH-6His. 
A partir del medio de cultivo inoculado con las colonias levantadas y previamente 
analizadas por PCR de colonia, se realizó extracción plasmídica por el método de lisis 
alcalina, descrito en el punto 4.2.4.3 (Sambrook et al., 2001).  
 
4.2.6 Caracterización del plásmido pPIC9-HGH-6His 
Para confirmar la identidad de la secuencia clonada en el vector de expresión pPIC9 y la 
correcta construcción del plásmido expresor de HGH-6His (pPIC9-HGH-6His) se realizó 
por dos vías, la primera de ellas consistió en el corte con enzimas de restricción (BglII, 
PstI y PvuII), los patrones obtenidos fueron comparados con los esperados por los 
análisis in silico por predicción con base en sus secuencias. 
La segunda vía de identificación empleada fue la secuenciación nucleotídica, para lo 
cual la muestra fue preparada por extracción plásmidica empleando el método de lisis 
alcalina (Sambrook et al., 2001), obteniendo una relación de absorbancia 260/280>1.8 
y ajustando su concentración a 100ng/ L. La secuenciación fue realizada en un 
secuenciador 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems. Las secuencias obtenidas 
fueron revisadas para eliminar la contaminación por vector empleando el programa 
VecScreen y posteriormente ensambladas con el programa CAP3 (Huangh  y Madan, 
1999). La secuencia consenso obtenida mediante el ensamble fue comparada en el 
BLAST (Altschul et al., 1990) con las secuencias disponibles en las bases de datos del 





Gen Bank, a fin de determinar su identidad. Finalmente se realizo la traducción de la 
secuencia empleando la herramienta “translate tool” disponible en la página del Swiss 
Institute of Bioinformatics y comparada con la secuencia proteica reportada para la 
HGH de referencia. 
 
4.2.7 Transformación de la levadura. 
4.2.7.1 Linearización con SacI. 
El vector de expresión pPIC9-HGH-6His fue linearizado con SacI, a fin de proceder a la 
transformación de las levaduras. En el Cuadro 15 se presentan las condiciones de la 
reacción de restricción. 







El resultado de la restricción fue analizado en un gel de agarosa al 1% 
 





4.2.7.2 Electroporación de Pichia pastoris. 
La eficiencia de transformación alcanzada mediante electroporación es superior a la 
obtenida con el uso de esferoplastos, sin la necesidad de la generación y 
mantenimiento de estos (Scorer et al., 1994). Se prepararon levaduras 
electrocompetentes de acuerdo a lo indicado en el Protocolo 4 (Anexo 1). Para la 
transformación se mezclaron 80 L de las células previamente preparadas con 5-20 g 
de ADN linearizado en un volumen de 5 a 10 L de agua libre de nucleasas y se 
transfirieron a la celda de electroporación. Se incuban durante 5 min en hielo y 
posteriormente se dio el pulso con los siguientes parámetros: 400Ω, 25 F y 1.5kV. 
Posterior al pulso se añadieron 600 L de sorbitol 1M a la celda y el contenido se 
transfirió a un tubo para microcentrífuga estéril. Se extendieron 200-600 L en placa de 
MD.  Las cuales se incubaron a 30°C hasta la aparición de colonias (3-4 días). 
Después de este tiempo se levantaron colonias y se inocularon en medio YPG para su 
crecimiento a 30°C por 24-48h. 
 
4.2.7.3 Análisis de integración al genoma de Pichia pastoris. 
A fin de verificar la presencia del vector de expresión en el genoma de la levadura, 
dado que por recombinación homóloga este es integrado, se extrajo ADN genómico de 
las clonas obtenidas posterior a la transformación mediante la técnica TSNT según se 
indica en el Protocolo 1 (Anexo 1). Con el ADN obtenido se realizó una PCR empleando 





los iniciadores AOX1, que flanquean la región en donde se inserta dentro del vector de 
expresión. Además, dada la presencia del gen aox1 de manera natural en la levadura y 
debido a los eventos de recombinación posibles, la información arrojada con esta PCR 
incluye el fenotipo presente (mut+ o muts). Las condiciones de la reacción, así como el 
programa empleado en el termociclador se presentan en los cuadros 16 y 17 
respectivamente. 
Cuadro 16. Condiciones de la PCR para verificar 
 la inserción de pPIC9-HGH-6His.  
Cuadro 17. Programa de PCR para verificar 







4.2.8 Expresión de la HGH-6His. 
4.2.8.1 Ensayos de expresión en tubo cónico de 50mL. 
A fin de verificar la funcionalidad del sistema construido y consecuente producción de 
la HGH-6His una colonia fue inoculada en 15mL de medio YPG en tubos cónicos de 
50mL. Se dejaron crecer  a 30°C en agitación constante a 250rpm hasta alcanzar una 
DO600 = 5. El medio con estas condiciones fue centrifugado a 4400rpm por 5min. El 
Cuadro 17. Programa de PCR para 
verificar la inserción de pPIC9-HGH-6His  





sobrenadante fue decantado y a fin de eliminar cantidades residuales de glicerol, la 
pastilla fue resuspendida en amortiguador de fosfatos 0.1M pH=6 y nuevamente 
centrifugado a 4400rpm por 5min, se decantó el sobrenadante y se resuspendió la 
pastilla en medio inductor BMMY (Buffered Methanol-complex Medium), conteniendo 
metanol a una concentración final de 0.5% y se incubó a 30°C durante 96h, con una 
adición de metanol cada 24h para una concentración final de 1%, manteniendo así la 
inducción activa. Una vez terminado el tiempo de inducción, se centrifugó a 4400rpm 
por 5min a 4°C (a partir de este momento se trabajó en frío) y el sobrenadante fue 
dializado contra amortiguador Tris-HCl 20mM pH=8.4. 
 
4.2.8.2 Análisis de la expresión en mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). 
4.2.8.2.1 Precipitación de proteínas en la muestra. 
Se tomaron 500 L de muestra previamente dializada y se colocan en un tubo para 
micro centrífuga de 1.5mL, se añadieron 600 L de metanol y se mezclron suavemente, 
posteriormente se añadieron 450 L de cloroformo, mezclando suavemente por 
inversión durante 1min, al terminar se centrifugó 5min a 14000rpm. Se descartó la fase 
acuosa superior, teniendo cuidado de no dañar la interface, pues ahí se encuentran las 
proteínas. Se añadieron 450 L de metanol,  se mezcló suavemente por inversión 
durante 1min y se centrifuga 5min a 14000rpm, se descartó el sobrenadante con una 





pipeta sin tocar la pastilla. Se secó en el Savant  (temperatura baja y vacio) durante 
10min. 
 
4.2.8.2.2 Preparación de la muestra para SDS-PAGE. 
La muestra obtenida en la precipitación se resuspendió en 15 L de amortiguador de 
carga reductor para proteínas, posteriormente se calentó a 94°C por 5min 
 
4.2.8.2.3 Electroforesis de las muestras. 
Se empleó un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante al 12.5%, 
previamente corrido únicamente con amortiguador de corrida 1X durante 20min. Las 
muestras cargadas se corrieron a 80V hasta su ingreso al gel separador una vez ahí se 
incrementó el voltaje a 120V. Al termino de la electroforesis el gel fue teñido con azul 
de Coomassie G250 por un mínimo de 2h, al término de la tinción se procedió a 




Las imágenes de los geles obtenidas fueron analizadas por densitometria empleando el 
programa ImageJ (Abramoff et al., 2004) para calcular el rendimiento de la producción.  





4.2.9 Ensayos de purificación. 
4.2.9.1 Purificación a pequeña escala. 
Para la purificación se aplicó el protocolo recomendado por la Novagen, para la resina 
His-Bind empleando el His-Bind Buffer kit. 
Protocolo para la purificación a pequeña escala, realizado en micro tubo de 1.5mL. 
Se transfirieron 100-400 L de la resina en suspensión a un micro tubo de 1.5mL (tomar 
en cuenta que el volumen final de resina corresponderá al 50% del volumen empleado 
de la suspensión). Se lavó y equilibró la resina añadiendo el amortiguador indicado, 
agitando varias veces por inversión y centrifugando 1000xg por 1min: 
a) Se lavó 2 veces con 2 volúmenes de agua desionzada estéril. 
b) Se enjuagó 3 veces 2 volúmenes de amortiguador de carga. 
c) Se lavó 2 veces con 2 volúmenes de amortiguador de unión. 
d) Se añadió el extracto crudo al tubo conteniendo la resina, se mezcló gentilmente por 
inversión varias veces e incubó por 30min, posteriormente se centrifugó 1000xg por 
1min. Se descartó el sobrenadante. 
e) Se enjuagó 3 veces con 3 volúmenes de amortiguador de unión. 
f) Se lavó 2 veces con 3 volúmenes de amortiguador de lavado. 
g) Se eluyó en 2 ocasiones con 3 volúmenes de amortiguador de elución. 





h) La resina fue regenerada con un lavado empleando amortiguador de quelación 
conteniendo EDTA. 
Las fracciones obtenidas a partir del punto d) se almacenaron para su análisis mediante 
SDS-PAGE. 
 
4.2.9.2 Precipitación de proteínas en la muestra. 
Las muestras obtenidas en cada etapa del proceso de purificación en pequeña escala se 
precipitaron por la técnica de metanol-cloroformo descrita en el punto 4.2.8.2.1. 
 
4.2.9.3 Preparación de la muestra para SDS-PAGE. 
La muestra obtenida en la precipitación se resuspendió en 15 L de amortiguador de 
carga reductor para proteínas, posteriormente calentado a 94°C por 5min. 
 
4.2.9.4 Electroforesis de las muestras. 
Se realizó el análisis, de las muestras obtenidas durante la purificación, de acuerdo a lo 
descrito en el apartado 4.2.8.2.3. 
 
 






Las imágenes de los geles obtenidas fueron analizadas por densitometría empleando el 
programa ImageJ (Abramoff et al., 2004), para calcular la pureza, así como la 










CAPÍTULO V: RESULTADOS 
5.1 Extracción de ADN genómico de levadura. 
La fuente empleada para la obtención de la secuencia codificante fue una cepa de 
Pichia pastoris productora de HGH previamente construida en el laboratorio (Escamilla-
Treviño, 2000).  
La muestra del ADN obtenido y que se muestra en la Figura 6, se ajustó a una 







Figura 6. ADN de Pichia pastoris productora de HGH recombinante. Se muestra la extracción 







5.2 Amplificación de la secuencia codificante de la HGH. 
5.2.1 Diseño de los oligonucleótidos empleados. 
En la Figura 7 se muestran los iniciadores empleados para la amplificación específica de 
la secuencia codificante de la HGH. Estos fueron diseñados basados en la secuencia 
reportada con número de acceso J03071.1 en el GenBank. Su hibridación se planeó en 
su extremo 5’ 78 nucleótidos después del ATG inicial, para evitar los 26 residuos de 
amino ácidos correspondientes al péptido señal de la hormona. Para fines de esta 
construcción se optó por el péptido señal propio del vector de expresión, 
correspondiente al del factor de apareamiento  Saccharomices cereviciae para la 
secreción de la hormona al medio de cultivo. Se adicionó una secuencia que codifica 
para un epítope reconocido por la enzima Enterocinasa (reconoce la secuencia 
aminoacídica DDDK) que puede ser empleada para eliminar la etiqueta de histidinas 
fusionada a la HGH, además se incluyó el sitio de restricción para la enzima SpeI con el 
cual es posible, en combinación con AvrII, el intercambio del casete de expresión 
conservando la secuencia codificante para la etiqueta en el vector construido. 
En el caso del 3’ de la secuencia, el iniciador correspondió a la secuencia 
complementaria, 15 nucleótidos rio arriba del codón de terminación de la traducción. 








Figura 7. Iniciadores empleados para la amplificación de la hGH. Se muestra la secuencia 
codificante  de la HGH, resaltando la región donde hibridan los iniciadores, las secuencias 
subrayadas corresponden a sitios de restricción. 
 
5.2.2 PCR para amplificación de la secuencia codificante. 
La secuencia codificante de la hGH se amplificó mediante PCR, empleando los 
iniciadores previamente diseñados y sintetizados. Las condiciones utilizadas fueron las 
indicadas en la sección 4.2.2.1.2 de Materiales y Métodos. Se obtuvo una banda única 












Figura 8. Amplificación de hGH empleando los iniciadores específicos. Se observa una banda 
única de 612 pb. M) marcador, hGH) amplicón de la hGH, (+) Positivo de amplificación, (-) 







5.3 Adición de la secuencia codificante para la etiqueta de histidinas (6His). 
5.3.1 Diseño de oligonucleótidos para adicionar la secuencia 6His y sitios de 
restricción.  
Se diseñó un tercer iniciador con el cual se adicionó la secuencia codificante para la 
etiqueta (6His), el cual hibridó en la secuencia codificante para EK (adicionada con el 
primer par de iniciadores). Además recreó una secuencia denominada KEX2, la cual es 
reconocida por el producto del gen kex2 para eliminar péptido señal del factor -MF 
(Brake et al., 1984), también se incorporó el sitio de restricción XhoI. Este iniciador se 
usó en conjunto con el RW HGH, conformando de esta manera el segundo juego de 
iniciadores. Como templado se empleó el producto obtenido mediante la PCR para la 
amplificación del ADNc de la GH (mostrado en la Figura 7). En la Figura 9 se muestra la 
región en la que hibridan los iniciadores, así como las secuencias que se adicionan. 
Para el diseño de este iniciador, así como para el primer juego, se tomó en cuenta el 
uso preferencial de codones en la levadura Pichia pastoris (De Schutter et al., 2009) 
Figura 9. Iniciadores empleados para la adición de la secuencia 6His. Se muestra la secuencia 
del producto obtenido con el primer juego. Se resalta la región donde hibridan los iniciadores, 
las secuencias subrayadas corresponden a sitios de restricción. Se indica también la secuencia 







5.3.2 PCR para adicionar la secuencia 6His. 
La PCR para la adición de la secuencia para la etiqueta empleando el segundo par de  
iniciadores previamente diseñados se realizó bajo las condiciones de reacción indicadas 
en la sección 4.2.3.1.2 de la sección Materiales y Métodos. Se obtuvo una banda de 
642 pb correspondientel hADNc de la HGH ya conteniendo los codones de histidina, yal 
y como se aprecia en la Figura 10. 
 
Figura 10. Amplificación de hGH y adición de la secuencia para 6His. Se observa una banda de 
642 pb correspondiente al producto de interés. Gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de 
etidio.  
 
5.4 Clonación en TOPO de la secuencia codificante con las modificaciones realizadas. 
A fin de tener cantidad suficiente y una manera directa de evaluar los cortes mediante 






Subclonación del inserto codificante para la HGH-6His en pPIC9, se decidió clonar el 
producto de la PCR del ADNc de la HGH con la etiqueta de histidinas en el vector pCR 
2.1-TOPO. La cepa empleada para la transformación y propagación fue E. coli DH5  
previamente preparada para su empleo en esta metodología.  
 
5.4.1 Análisis de la clonación en TOPO. 
Posterior al seguimiento del protocolo de clonación indicado por el fabricante del kit 
TOPO TA Cloning (Invitrogen), se obtuvieron colonias, que fueron analizadas mediante 
PCR, empleando iniciadores M13, los cuales hibridan en una región flanqueante al sitio 
donde se insertó el producto de la PCR en cuestión. Las condiciones empleadas para la 
PCR se indican en el apartado 4.2.4.2 de la sección de Materiales y Metodos. En las 
colonias analizadas se obtuvo una banda de 844pb, correspondiente al ADNc de la 
HGH-6His (642pb) y la región flanqueante (202pb) al sitio donde se insertó el producto. 











Figura 11. Análisis por PCR de la clonación de hGH-6His en TOPO. Se observa una banda de 
844 pb correspondiente al producto de interés. M) Marcador, (-) control negativo de 
amplificación, 1-6) hGH-6His. Gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio. 
 
5.4.2 Extracción de plásmido TOPO-hGH-6His. 
Se realizó extracción de ADN plasmídico mediante el método de lisis alcalina (Sambrook 
et al., 2001) descrito en el punto 4.2.4.3, a partir de las muestras inoculadas en LB que 
posterior su análisis mediante PCR se identificaron como colonias portadoras del 
plásmido pCR 2.1-TOPO-hGH-6His. En la Figura 12 se muestra el producto de la 
extracción realizada, donde por el patrón de migración electroforética se confirmó el 
éxito de la clonaciónel carril marcado (-) corresponde a un vector pCR 2.1-TOPO vacío, 







Figura 12. Extracción de los plásmidos TOPO-hGH-6His. Se aprecia la integridad de los 
plásmidos extraídos. (-) Corresponde a un vector pCR 2.1-TOPO vacío, el cual presenta una 
mayor migración a la presentada por aquellos que tienen inserto (1-6). Gel de agarosa al 1%, 
teñido con bromuro de etidio.  
 
5.5 Subclonación de la secuencia HGH-6His en el vector de expresión pPIC9 
(generación del vector pPIC9-hGH-6His). 
A fin de producir la proteína HGH-6His, su secuencia correspondiente previamente 
clonada en TOPO, se subclonó en el vector de expresión en levadupPIC9. 
 
5.5.1 Liberación del fragmento hGH-6His y preparación de pPIC9. 
A partir del plásmido TOPO-hGH-6His, se liberó el fragmento de interés, 
correspondiente al ADNc de la HGH-6His, con el empleo de enzimas de restricción (XhoI 
y AvrII). De igual manera se hizo para el plásmido pPIC9. Las condiciones de la reacción 
de restricción se describen en el apartado 4.2.5.1.1. de la sección Materiale y Métodos 






obtenidos a partir de la doble digestión fueron corridos en un gel de agarosa al 1%, 
posterior a si visualización fue cortada la banda de interés y purificada siguiendo las 
indicaciones del fabricante (Promega) para el estuche Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System. 
 
Figura 13. Doble digestión de pPIC9 y TOPO-hGH-6His. Se obtuvieron el fragmento de interés y 
el vector de expresión para su posterior ligación. M) Marcadores, 1) TOPO-hGH-6His sin cortar, 
2) TOPO-hGH-6His cortado, 3)pPIC9 cortado, 4)pPIC9 sin cortar. Gel de agarosa 1% teñido con 
bromuro de etidio. 
 
5.5.2 Ligación de los fragmentos purificados. 
Con los productos purificados y las condiciones mencionadas en el apartado 4.2.5.2 de 
Materiales y Métodos, se realizó la ligación empleando ADN ligasa T4. El resultado se 
muestra en la Figura 14, en el carril 4 se aprecia la banda correspondiente al plásmido 







Figura 14. Construcción del vector pPIC-hGH-6His. A) Fragmentos purificados correspondientes 
a hGH-6His y pPIC9 digeridos con XhoI y AvrII. B) Ligación. M y M2) marcadores, 1) Fgto. hGH-
6His cortado con XhoI y AvrII  2) Vector pPIC9 cortado con XhoI y AvrII . 3) Mezcla de ligación sin 
ligasa. 4) Producto de la ligación (pPIC9-hGH-6His). Gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro 
de etidio. 
 
5.5.4 Transformación de bacterias electrocompetentes. 
El plásmido pPIC9-hGH-6His previamente construido se empleó para transformar 
bacterias electrocompetentes E. coli DH5 , a fin de propagarlo. 
5.5.5 Análisis de las clonas obtenidas. 
Las colonias obtenidas posteriores a la transformación fueron analizadas mediante PCR 
de colonia empleando los iniciadores AOX1, los cuales flanquean la región en el vector 
donde se inserta el fragmento de interés (hGH-6His), aportando 492pb al producto 






resultado obtenido por el análisis.  Las colonias positivas se inocularon en medio LB con 
ampicilina (50mg/mL), para su preservación y extracción del plásmido. 
 
Figura 15. Análisis por PCR de la clonación de hGH-6His en pPIC9. M) Marcador, (-) Control 
negativo de amplificación, s/i) Amplificación de PPIC9 sin inserto, 1-6) Productos amplificados 
de hGH-6His. Gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio. 
 
5.5.6 Extracción del plásmido pPIC9-hGH-6His. 
A partir de las colonias crecidas en medio LB-ampicilina (50 mg/mL), se glicerinó una 
alícuota, a fin de convertirlas en fuente renovable del plásmido de interés, mezclando 
850 L del medio de cultivo y 150 L de glicerol anhidro estéril y congelando a -80°C. 
Además se realizó extracción plasmídica por el método de lisis alcalina (Sambrook et 
al., 2001) según se indica en el punto 4.2.4.3. El producto obtenido se muestra en la 








Figura 16. Extracción de los plásmidos pPIC9-hGH-6His. Se aprecia la integridad de los 
plásmidos extraídos. s/i) pPIC9 sin inserto, 1-6) pPIC9-hGH-6His. Gel de agarosa al 1%, teñido 
con bromuro de etidio. 
 
5.6 Caracterización del plásmido pPIC9-hGH-6His. 
A fin de determinar la correcta construcción del plásmido pPIC9-hGH-6His, se realizó 
una caracterización mediante enzimas de restricción, empleando BglII, PstI, y PvuII, 
buscando que tuvieran sitios dentro del vector así como en la secuencia insertada. De 
esta manera se determinó la presencia del inserto de interés (hGH-6His) dentro del 
vector pPIC9, obteniendo en el laboratorio los patrones de restricción predichos “in 
silico”, empleando el programa en línea Nebcutter V. 2.0 de New England Biolabs 
(Vincze et al., 2003); el resultado se muestra en la Figura 17, donde los asteriscos 







Figura 17. Análisis mediante enzimas de restricción del plásmido pPIC9-hGH-6His. A la 
derecha (D) se muestran los patrones predichos para la secuencia del plásmido, a la izquierda la 
confirmación experimental de los patrones (A, B y C), los asteriscos indican las bandas 
esperadas. Gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio.  
 
Además de la caracterización con enzimas de restricción, la construcción fue 
secuenciada, a fin de corroborar la integridad de la secuencia insertada, incluido su 
marco de lectura abierto. Se emplearon cuatro iniciadores para la secuenciación, dos 
de ellos en el extremo 5’, los cuales se encontraban a 170 nt de distancia y otros dos en 
el extremo 3’, con una distancia de 143 nt entre ellos. Las secuencias obtenidas fueron 
analizadas con el programa VecScreen a fin de eliminar la contaminación con 
secuencias traza del vector. Una vez eliminadas las secuencias del vector, fueron 
ensambladas empleando el programa CAP3 (Huang y Madan, 1999). La secuencia fue 
comparada con la base de datos de GenBank  empleando la herramienta BLAST, con lo 






realizó la construcción (numero de acceso J03071.1), habiendo una diferencia en un solo 
nucleótido. La secuencia nucleotídica obtenida fue traducida a su correspondiente secuencia 
proteica empleando la herramienta “Translate” del programa ExPASy Proteomics Server y la 
secuencia aminoacídica obtenida fue comparada su correspondiente reportada para HGH 
(número de acceso AAA52549.1) obteniendo una similitud del 100% y confirmando así la 
correcta construcción,identidad e integridad del casete de expresión en el vector de expresión 
para HGH-6His (Figura 18). 
 
Figura 18. Alineamiento de secuencias proteicas. La comparación muestra una similitud del 
100% entre la HGH reportada (AAA52549.1) y la producida en este trabajo (Contig-CAP3). Se 
resalta la secuencia correspondiente a la etiqueta 6His, así como para enterocinasa. 
 
5.7 Construcción de la cepa productora de la HGH-6HIS. 
Una vez corroborada la correcta construcción del vector de expresión pPIC9-hGH-6His, 






enzima SacI a fin de propiciar sitios tales que mediante recombinación homóloga el 
vector fuera insertado en la región 3’ del gen aox1 (Invitrogen 2010). 
 
5.7.1 Linearización del plásmido pPIC9-hGH-6His con SacI y transformación de la 
levadura. 
El plásmido pPIC9-hGH-6His fue linearizado con la enzima SacI, como se indica en el 
punto 4.2.7.1. La Figura 19 muestra el corte realizado, apreciando una banda de 
alrededor de los 8600 pb. El producto lineal que se obtuvo se empleó para transformar 
la levadura Pichia pastoris, según lo indicado en el punto 4.2.7.2. Las colonias obtenidas 
se muestran en la Figura 20 (agar MD), en la que también se aprecia la morfología 
microscópica característica de la levadura una vez que fue crecida en medio YPG 
líquido. 
 
Figura 19. Linearización de pPIC9-hGH-6His con    Figura 20. Pichia pastoris transformada. A) 
Sac I.    M) Marcador, 1) Plásmido sin cortar,        Morfología microscópica de Pichia pastoris 
2) Plásmido lineal. Gel de agarosa al 1%               pastoris transformada con el plásmido  






5.7.2 Análisis de integración al genoma de Pichia pastoris. 
Para determinar si el vector fue integrado al genoma de la levadura se extrajo ADN 
genómico (mediante la técnica TSNT según se indica en el Protocolo 1, Anexo 1) y se 
realizó una PCR empleando los iniciadores AOX, con lo cual además de proporcionar 
información sobre la integración al genoma, es posible determinar el fenotipo presente 
(mut+ o muts) mediante la amplificación del gen aox1 para (mut+) o la ausencia del 
amplicón correspondiente (muts). Se observa la amplificación de 1134 pb 
correspondiente al casete hGH-6His, además de la amplificación débil del gen aox1 con 
un tamaño aproximado de 2200pb indicando un fenotipo mut+ para las clonas 
obtenidas. (Figura 21) 
 
Figura 21. Análisis de la integración al genoma de Pichia pastoris, así como el fenotipo 
obtenido. Se observa la banda correspondiente al producto amplificado de hGH-6His, así como 
la amplificación más débil para aox1. M1, M2) Marcadores, 1-7) Clonas de P. pastoris 
productoras de HGH-6His, hGH) P. pastoris productora de HGH, s/i) P. pastoris transformada 
con pPIC9, (+) Control de amplificación, (-) Control negativo de amplificación. Gel de agarosa al 







5.8 Producción de la HGH-6HIS. 
La prueba que corroboraría la funcionalidad del vector de expresión construido fue la 
verificación de su capacidad para secretar al medio de cultivo a la HGH-6His. 
5.8.1 Fermentación y análisis de la producción en el sobrenadante  mediante SDS-
PAGE. 
Se realizó la producción en tubos cónicos de 50mL, para lo cual la colonia seleccionada 
en base a los ensayos antes descritos se inoculó en medio YPG para su crecimiento 
hasta una DO600 = 5, punto en el cual se realizó un cambio a un medio inductor, BMMY. 
Se siguió la producción por 94h, adicionando metanol a una concentración final de 1% 
cada 24h, para compensar la pérdida por evaporación y consumo durante el cultivo de 
las levaduras. 
Posterior al tiempo de inducción, el medio de cultivo fue centrifugado por 5min a 
4400rpm (a 4°C para minimizar la degradación proteica) y dado que en la construcción 
realizada se contaba con el péptido señal del factor -MF, que guía la secreción 
extracelular de la proteína fusionada, ésta se buscó en el sobrenadante, el cual fue 
dializado contra amortiguador Tris-HCl 20mM pH=8 frío, haciendo 4 recambios cada 4h 
a fin de eliminar sales. Las membranas empleadas para la diálisis presentaban un corte 
de peso molecular entre 10-14kDa. 
Para verificar la presencia de la proteína de interés, se precipitó 1 mL del sobrenadante 






desnaturalizantes. En la Figura 22 se aprecia el análisis electroforético de la proteína en 
el medio de cultivo de las levaduras portadoras del casete de expresión hGH-6His, 
inducidas con metanol. Para los sobrenadantes producidos por las cepas 1 a 7, se 
aprecia una banda sobresaliente por debajo de los 26kDa y ligeramente superior al 
estándar de 22kDa y que no se presenta en el sobrenadante analizado para una 
levadura transformada con un vector vacio (carril pPIC9) que sirvió de control negativo 
y en el cual se aprecian las proteínas propias de la levadura que son secretadas al 
medio de cultivo. Dicha proteína, que además representa una proporción mayoritaria 







Figura 22. Análisis de la producción de proteínas secretadas al medio de cultivo por la cepa 
de Pichia pastoris construida. En el recuadro se indica la banda proteica correspondiente a la 
HGH-6His. M) Marcador de peso molecular, 1-7) Producción al medio de cultivo de distintas 
cepas, pPIC9) Producción al medio de cultivo de una cepa transformada con pPIC9 vacio, BGHc) 







Se realizó una cuantificación de las proteínas totales presentes en el sobrenadante 
mediante la técnica de Bradford (Bradford, 1976), para lo cual se construyó una curva 
de calibración empleando BSA como referencia. Se obtuvo una correlación lineal 
r=0.995 y la ecuación de la recta obtenida fue y = 0.0025x + 0.2732, donde “x” 
corresponde a la concentración de proteínas y “y” a la absorbancia a 594nm, que es la 
longitud de onda a la cual se lee el ensayo de Bradford. La curva construida se muestra 
en la Figura 23. 
 
Figura 23. Curva de calibración. Construida para la cuantificación de proteínas totales en el SN 
de las cepas de Pichia pastoris productoras de HGH-6His 
 
Empleando la curva construida, se cuantificó la producción de proteínas totales 
secretadas al medio de cultivo, determinando que la mejor productora fue la clona H1, 
con una producción de proteínas totales secretadas al medio de cultivo de 76 g/mL, de 
los cuales el 70% corresponde a HGH-6His, dando como resultado 53.9 g de HGH-6His 






mediante densitometría, empleando el programa ImageJ (Abramoff et al., 2004). El 
resultado de todas las clonas se muestra en el cuadro 18. 







*Total de proteínas secretadas al medio de cultivo. 
 
 
Los densitogramas obtenidos para  los sobrenadantes analizados (Figura 22) se 
muestran en la Figura 24. Es contrastante la presencia de un pico mayoritario en los 
sobrenadantes de una cepa productora respecto a su ausencia en el sobrenadante de 









Figura 24. Densitogramas de la producción. Obtenidos a partir de la imagen digital del análisis 
de los sobrenadantes por SDS-PAGE. 5-7) Sobrendantes de una cepa productora de HGH-6His, 
pPIC9) Sobrenadante de una cepa transformada con un vector vacio. Análisis realizado con el 
programa ImageJ 
 
5.9 Ensayo de purificación mediante IMAC. 
Se aplicó la Cromatografía de Afinidad con Metales Inmovilizados (IMAC) para la 
purificación de la HGH-6His producida, apoyándose en la etiqueta de histidinas 
adicionada en su extremo amino terminal. La metodología empleada se describe en el 
punto 4.2.9.1. 
La HGH-6His fue eluída a concentraciones bajas de imidazol, siendo recuperada desde 
concentraciones de 5mM y hasta llegar a 1M. Por otro lado, no toda la proteína 
cargada se unió a la resina, encontrando una cantidad importante en la fracción 






rendimiento del proceso, se realizó un análisis densitométrico (Figura 25), obteniendo 
valores superiores al 90% para pureza y del 28% para rendimiento (Cuadro 17). 




*Calculada para la elución 1M de imidazol  








Figura 25. Densitograma para el análisis de pureza mediante IMAC. Obtenidos a partir de la 
imagen digital de SDS-PAGE de la purificación. El pico señalado corresponde a la HGH-6His en la 









En la Figura 26 se muestra el análisis electroforético del procedimiento de purificación 
mediante IMAC de la HGH-6His a partir del sobrenadante. Como puede percatarse, se 










Figura 26. Purificación de la HGH-6His mediante IMAC. Se recupera la proteína en las 
eluciones con imizadol de 5 a 1000mM, el extracto crudo corresponde a la muestra bajo las 
mismas condiciones, pero sin procesar, proteínas no unidas muestra las proteínas no retenidas 
por la resina, EDTA corresponde a la regeneración de la columna, BGHc se empleó como 









5.10 Intento por mostrar la versatilidad del método de purificación. 
Además de la cepa productora de HGH-6His construida, se trabajó a la par en la 
construcción de cepas productoras de E2 de VPH y TODa de Pseudomonas putida. Para 
estas dos proteínas se ha logrado ya la construcceion de las cepas de Pichia pastoris. En 
las figuras 27 y 28 se muestran los análisis mediante PCR con iniciadores AOX de la 
inserción al genoma de la levadura de los casetes para expresar E2-6His y TODa-6His 
respectivamente. 
 
Figura 27. Análisis de la integración de pPIC9-E2-6His al genoma de P. pastoris. Se aprecia la 
banda correspondiente a E2-6His amplificada con AOX y mostrando un tamaño de 1661 pb. 
M1, M2) Marcadores, 1-8) Clonas de P. pastoris transformadas para la producción de E2-6His, 
s/i) P. pastoris transformada con pPIC9, (-) negativo de amplificación. Gel de agarosa al 1%, 











Figura 28. Análisis de la integración de pPIC9-TODa-6His al genoma de P. pastoris. Se aprecia 
la banda correspondiente a TODa-6His amplificada con AOX y mostrando un tamaño de 1800 
pb. M1, M2) Marcadores, 1-8) Clonas de P. pastoris transformadas para la producción de TODa-
6His, s/i) P. pastoris transformada con pPIC9, (-) negativo de amplificación. Gel de agarosa al 
1%, teñido con bromuro de etidio. 
En el Cuadro 20 se muestra, a manera de resumen, los alcances logrados en el proyecto 
para la expresión de la HGH-6His y su purificación, además de la construcción de los 
sistemas de expresión para E2-6His y TODa-6His, a fin de mostrar la versatilidad de este 
método de purificación. 









CAPÍTULO VI: DISCUSIÓN 
La proteómica y genómica estructural exigen la purificación de una gran cantidad de 
proteínas, preferencialmente de una manera generalizada. Por ello el uso de 
purificación basada en afinidad ha tomado importancia, siendo que la etiqueta de 
histidina se ha vuelto la más comúnmente empleada. Dentro de sus características se 
ha notado que no altera de manera significativa la solubilidad ni producción de la 
proteína a la cual es fusionada (Woestenek et al. 2004). Por tanto se decidió emplear 
una etiqueta de histidinas para la purificación de la HGH, la cual siendo parte de la línea 
de investigación se producía en el laboratorio previamente en el sistema de expresión 
de Pichia pastoris La HGH es una proteína estrella dentro de la biotecnología, pues 
tiene implicaciones importantes dentro del metabolismo, síntesis proteica y 
proliferación celular, además de presentar variadas aplicaciones terapéuticas (Shin et 
al. 1998). 
La fidelidad nucleotídica es un requisito indispensable para propósitos de clonación, 
dado que la presencia de mutaciones acarrearía problemas tanto con el posible cambio 
en la naturaleza de algún codón o incluso en la de lectura de los codones, con el 






también en la aparición de un codón de terminación prematuro, abortando la síntesis y 
provocando la presencia de proteínas truncas de tamaño menor al esperado. Por tal 
motivo se empleó una polimerasa de alta fidelidad (AmpliTaq Gold de ROCHE-Applied 
Biosistems). Además para la realización de las PCR involucradas en la amplificación de 
la secuencia codificante y adición de las secuencias deseadas (6His, EK y sitios de 
restricción) se emplearon condiciones de alta exigencia de hibridación, tal y como la 
concentración más baja de Mg2+ y la mayor temperatura de alineamiento/extensión, 
aplicando PCR de dos tiempos, según lo indicado en el programa Oligo 6.0.  
Aunque dentro de la metodología para la clonación en pPIC9 era posible cortar 
directamente el producto de la PCR con las enzimas XhoI y AvrII, en nuestro caso se 
optó por la clonación en el vector TOPO, para facilitar la producción de cantidad 
suficiente de material, así como para tener la certeza sobre la eficacia de la restricción, 
pues al liberarse el fragmento de interés se corroboraba el corte con ambas enzimas, 
dando con ello pie a continuar con la metodología. En contraste, teniendo el amplicón 
sin clonar, los cortes liberarían regiones muy pequeñas de los extremos, difíciles de 
rastrear y por ende de juzgar la eficiencia del proceso de digestión. 
Otro punto importante a considerar es la secuenciación nucleotídica, indispensable 
para corroborar la correcta construcción. En nuestro caso fue considerada y practicada 







El plásmido construido (pPIC9-hGH-6His) cuenta con características que le permite ser 
útil en la expresión de otras proteínas, teniendo la facilidad de poder enfasarlas con el 
factor -MF de S. cerevisiae, lo cual guía a la expresión extracelular, obteniendo así la 
proteína de interés en el medio de cultivo. Esto funciona como un paso inicial en la 
purificación pues P. pastoris secreta una baja cantidad de proteínas nativas al medio de 
cultivo, el cual además es un medio mínimo (Balamurugan et al., 2007). Otra ventaja es 
que incorpora una etiqueta de 6 histidinas en el extremo amino terminal. Habiéndose 
reportado que el uso de una etiqueta de este tipo puede disminuir la solubilidad de la 
proteína a purificar, su colocación en el extremo amino ha mostrado un buen 
desempeño (Woesteneker et al., 2004) y en el caso de la HGH producida con la 
etiqueta en el extremo amino, no se observó una disminución en su obtención en el 
medio de cultivo lo cual permite suponer que el empleo de esta etiqueta en la posición 
mencionada no altera la producción ni solubilidad de la proteína de interés. También se 
incluye un sitio SpeI río abajo de la secuencia codificante de la etiqueta, el cual es útil 
para subclonar alguna otra secuencia que se desee; para ello, dentro del diseño para su 
amplificación debe tomarse en cuenta cómo se hará la adaptación. Para cuando la 
presencia de una etiqueta de afinidad, como lo es la de histidinas aquí descrita, pueda 
resultar perjudicial, como en los casos de experimentos en los cuales se utilizarán 
metales o su administración in vivo, aun cuando se puede dejar sin problema alguno en 
muchos casos (Shahravan et al. 2008), en nuestra construcción se adicionó una 






con la cual se elimina el extremo amino terminal y se obtiene la proteína madura, libre 
de la referida etiqueta. 
El análisis de la secuenciación realizada para evaluar la construcción del vector de 
expresión mostró un cambio en un nucleótido, teniendo así una correspondencia de 
99% a nivel de nucleótidos con la secuencia reportada. No obstante, el cambio en 
cuestión es una A por una G en la posición 24, cambiando el codón de AGG por AGA. 
Ello no tiene repercusión a nivel de proteína, pues ambos codones codifican para el 
mismo aminoácido (son sinónimos), arginina, siendo que incluso de acuerdo al uso 
preferencial de codones por P. pastoris, se ve favorecido el nuevo codón AGA (45%) en 
el aspecto de eficiencia de traducción (De Schutter et al., 2009). 
En las levaduras metilotrófica, como en el caso de Pichia pastoris, para metabolizar el 
metanol se requiere la expresión de un grupo de enzimas, de las cuales la AOX1 puede 
llegar a representar más de 30% del total de proteínas solubles en presencia del 
metanol. En tanto que en cultivo con fuentes de carbono como glucosa o glicerol, la 
enzima se vuelve casi indetectable. Esto da una idea clara de la fuerza en condiciones 
metanólicas del promotor aquí empleado para inducir la producción de las proteínas 
con el vector pPIC9 (Poutou et al. 2005). En el caso de la HGH-6His producida, la 
expresión alcanzó a representar el 70% del total de las proteínas secretadas al medio 







No obstante, esta producción es factible de ser mejorada, pues corresponde a 
producción en tubo o matraz, siendo que dentro de nuestro laboratorio se ha 
reportado un aumento considerable en la producción de proteínas mediante su 
escalamiento para la producción en biorreactor (Ascacio-Martínez 2004). 
El metanol es parte importante durante el proceso de inducción, pues a 
concentraciones bajas (<0.5%) la inducción será pobre o nula. Por el contrario, 
concentraciones altas resultarán tóxicas, especialmente para fenotipos muts o mut-, los 
cuales metabolizan de manera más lenta el alcohol por lo cual es importante tomar en 
cuenta el fenotipo de la cepa con la que se trabaja (Ascacio-Martínez 2004). 
La pureza obtenida para la HGH-6His purificada por IMAC fue superior al 90%, que está 
por arriba de lo reportado para la pureza obtenida por intercambio iónico, una 
metodología que había presentado buenos resultados pero es mas tediosa (Ascacio-
Martínez 2004), Ello establece como una mejor opción para la purificación de la HGH a 
la Cromatografía de Afinidad con Metales Inmovilizados. El rendimiento obtenido es 
comparable para ambos métodos, siendo 28% en los dos casos, siendo un punto que 
aun requiere optimización para elevar la cantidad obtenida, cumpliendo así los ideales 
de un proceso de purificación, alta pureza y recuperación.  
El método de purificación IMAC resultó más rápido y sencillo respecto al intercambio 
ionico, sin embargo, la HGH-6His se libera en su mayoría a baja concentración de 
imidazol, encontrándola en gran cantidad a partir de 5mM, esto puede deberse a una 






es que la asociación con proteínas en el medio de cultivo propicie un impedimento 
estérico alrededor de la etiqueta de histidinas, disminuyendo así la capacidad de unión 
hacia la resina (Lin, et al. 2006).  
El proceso de purificación puede ser realizado a pequeña escala con fines de 










CAPÍTULO VII: CONCLUSIONES 
1. La etiqueta de histidinas colocada en el extremo amino terminal no afectó la 
expresión de HGH-6His en Pichia pastoris, empleando el vector de expresión 
pPIC9. 
2. Se purificó la proteína recombinante mediante IMAC, alcanzando una pureza 
superior al 90%, contrastando con el 75% obtenido por intercambio iónico; en 
tanto que el rendimiento obtenido fue del 28%. 
3. IMAC es un método de purificación más sencillo y rápido en comparación con la 
cromatografía de intercambio iónico. 
4. El plásmido expresor pPIC9-HGH-6His sirvió como comodín para la construcción 










CAPÍTULO VIII: PERSPECTIVAS 
1. El ensayo de la actividad biológica. 
2. El escalamiento a biorreactor de la producción. 
3. El escalamiento de la purificación. 
4. La optimización de las condiciones de purificación. 
5. La aplicación de este método de purificación al resto de las proteínas 
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ANEXO 1: PROTOCOLOS 
Protocolo 1. Extracción de ADN genómico de levadura por TSNT 
1.-  Agregar 2mL de muestra (biomasa) 1.8mL 
2.-  Centrifugar 1min a 12krpm, eliminar sobrenadante 
3.-  Agregar otros 2mL de muestra (biomasa) 1.6mL 
4.-  centrifugar 1min a 12krpm, eliminar sobrenadante 
5.-  Agregar 200mcL de TSNT, (vortexear 30seg) 
6.-  Agregar 200mcL de fenol, (vortexear 30seg), + 200mcL de SEVAG, (vortexear 5min) 
7.-  Agregar 300mcL de TE 1X (vortexear 30seg) 
8.-  Centrifugar 7min a 13krpm 
9.-  Transferir el sobrenadante a un tubo de 2mL (la fase acuosa, superior) 
10.- Agregar 2.5 volúmenes de etanol 100% 
11.- Centrifugar 10min a 13krpm y decantar 
12.- Agregar 500 a 1000mcL de etanol 70% 
13.- Centrifugar 10min a 13krpm y decantar 
14.- Secar en el savant 
15.- Agregar 30mcL de TE 1X, (puede ser con RNAsa) 
 
 
mcL = microlitros 
krpm= kilorevoluciones por minuto 
seg = segundos 
 
 






















  TSNT 
 
Triton X-100  2% 
SDS    1% 
NaCl  100mM 
Tris-HCl pH 8 10mM 
EDTA pH 8 1mM 
 
 TE 











Protocolo 2. Preparación de bacterias  electrocompetentes 
1.- Inocular una colonia de E. coli en 5mL de . Crecer de 5 horas a toda la noche @ 37°C con 
agitación. 
2.- Inocular 2.5mL de cultivo previo en 500mL de LB en un matraz de 2L. Crecer a 37°C, agitando a 
300rpm, hasta alcanzar una DO de 0.5 a 0.7 (NOTA: los mejores resultados se obtienen con DO 
entre 0.5 a 0.6) 
3.- Enfriar las células en un baño con hielo de 10 a 15min y transferir a un bote de centrifuga frio. 
4.-Centrifugar por 20min a 4200rpm a 2°C (Beckman J-6M) 
5.- Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 5mL de agua fría. Añadir 500mL de agua 
fría y mezclar bien. Centrifucar 20min a 4200rpm a 2°C. 
6.- Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet agitando gentilemente en el líquido 
remanente. 
7.-Añadir otros 500mL de agua fría, mezclar bien y centrifugar 20min 4200rpm a 2°C. 
8.-Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en el liquido remanente. 
9.-Añadir 40mL de glicerol 10% frio y mezclar bien. Centrifugar 10min a 4200rpm a 2°C. 
10.- Estimar el volumen del pellet y añadir un volumen igual de glicerol 10% frio para resuspender 
las células. 








Protocolo 3. Transformación de bacterias electrocompetentes. 
1.-Ajustar el aparto a 2.5kV, 25 F y 200 a 400 ohms 
2.-Añadir de 5pg a 0.5 g de DNA plasmídico en 1 L al tubo que contiene las células frescas o 
recién descongeladas. Mezclar con unos golpecitos o agitando gentilmente con la pipeta. 
3.-Transferir el DNA y las células a una cubeta preenfriada 5min en hielo, agitar gentilmente para 
llevar las células al fondo, limpiar el hielo y agua de la cubeta. NOTA: el volumen del DNA añadido 
debe mantenerse pequeño, añadir un decimo del volumen de las células disminuye la eficiencia. 
4.-Colocar la cubeta en la cámara de descarga. 
5.-Aplicar el pulso. 
6.-Quitar la cubeta. Anotar la duración del pulso. Inmediatamente añadir 1mL de LB y transferir a 
un tubo estéril. Incubar 30 a 60min con agitación moderada a 37°C. 
7. Centrifugar 3min a 4000rpm, decantar es sobrenadante y resuspender en el líquido remanente. 
7.-Plaquear alícuotas de la transformación en placas de LB con antibiótico apropiado. 
 
medio LB 
0.5% Extracto de levadura 
1%    Triptona 







Protocolo 4. Preparación de levaduras electrocompetentes. 
1. Crecer 5 mL dePichia pastoris en YPD en ub tubo cónico de 50mL, crecer toda la noche a 30°C 
2. Inoculas 500mL de medio YPD contenido en un matraz de 2L, con 0.1-0.5mL del cultivo crecido 
previamente. 
3. Centrifugar las células 1500 xg por 5 min a 4°C, resuspender la pastilla en 500mL de agua 
destilada fría. 
4. Centrifugar las células como en el paso 3, y resuspender posteriormente en 250 mL de agua fría. 
5. centrifugar como en el paso 3 y después resuspender en 20 mL de sorbitol  1M frio. 
6. Centrifugar las células como en el paso 3, y finalmente resuspender en 1 mL de sorbitol 1 M frio. 




Protocolo 5. Transformación de Pichia pastoris por electroporación 
1.  Mezclar 80 L de células electrocompetentes (recién preparadas o congeladas) con 5 a 20 g 
del ADN linearizado, en un volumen de 5 a 10 L de agua desionizada. 
2. Transferir la mezcla a la celda de electroporación e incubar en hielo 5 min. 
3. Aplicar el pulso (1.5kV, 25 F y 200 ). 
4. Posterior al pulso añadir 0.5mL de sorbitol 1 M frio directo a la celda, luego transferir el 
contenido a un tubo para microcentrífuga estéril. 
5. Plaquear alícuotas en medio selectivo (MD, si se trabaja con pPIC9 o pPIC9K). 






ANEXO 2: MEDIOS DE CULTIVO 
YPG (Yeast Peptone Glicerol) 
Extracto de levadura  1% 
Peptona   2% 
Glicerol   2% 
 
YPD (Yeast Peptone Dextrose) 
Extracto de levadura  1% 
Peptona   2% 
Dextrosa (glucosa)  2% 
 
BMMY 
Extracto de levadura  1% 
Peptona   2% 
Fosfato de potasio pH=6 100mM 
YNB (Yeast Nitrogen Base) 1.34% 
Biotina    4x10-5% 
Methanol   0.5% 
 
MD 
YNB (Yeast Nitrogen Base) 1.34% 
Biotina    4x10-5% 
Dextrosa (glucosa)  2% 









LB (Luria-Bertani) liquido 
Triptona    1% 
Extracto de levadura  0.5% 
NaCl    1% 
NOTA: ajustar a pH=7 con NaOH 
 
LB (Luria-Bertani) placas 
Triptona    1% 
Extracto de levadura  0.5% 
NaCl    1% 
Agar    1.5% 







ANEXO 3: SECUENCIA DEL PLÁSMIDO pPIC9-HGH-6His 
Sitios de restricción XhoI, SpeI, AvrII. 
Secuencia codificante para la etiqueta de histidinas. 






























































































































































5’ AOX1 Promotor Promotor del gen aox1 
Factor alfa  Factor de secreción  de S. cerevisiae 
HGH-6His  Secuencia codificante de HGH-6His 
3’ AOX (TT)  Sitio de terminación de la transcripción 
HIS4   Gen de la histidinol deshidrogenasa 
3’AOX1   Fragmento 3’ del gen aox1 
ColE1   Origen de replicación de E. coli 
Ampi   Gen de resistencia a ampicilina 
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